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TIIVISTELMÄ 
 
Tämän projektiluonteisen opinnäytetyön tarkoituksena oli valmistaa immunohistokemialliset laa-
duntarkkailunäytteet osaksi Oulun yliopistollisen sairaalan patologian laboratorion sisäistä laadun-
tarkkailujärjestelmää. 
 
Immunohistokemialla on tärkeä merkitys diagnostisessa patologiassa kasvainmuutosten paikan-
nuksessa ja tunnistuksessa. Immunohistokemiallisten menetelmien käyttö perustuu kudosnäyt-
teestä paikannettavaan spesifiseen vasta-aine-antigeenireaktioon, joka visualisoidaan mikro-
skooppisesti havaittavaksi reaktioon lisättävän väriaineen avulla. Kudosantigeenit paikannettiin 
kaksivaiheista polymeeritekniikkaa hyödyntävällä detektiomenetelmällä. Tekniikka perustuu anti-
geeneihin tarttuneiden primaarivasta-aineiden osoittamiseen sekundaarivasta-aineita ja entsyy-
mimolekyylejä sisältävällä polymeerillä. Tarvittava kudosmateriaali kerättiin laboratorion omasta 
kudosarkistosta. Vasta-ainevärjäyksiä varten valittiin 18 kappaletta laboratorion kasvaindiagnos-
tiikassa käytössä olevaa kaupallista vasta-ainetta. 
 
Työn toiminnallisena tavoitteena oli patologian laboratorion immunohistokemiallisen tutkimuksen 
laadunvarmistus ja kehittäminen. Projektin välitön hyödynsaaja ja tuotteen käyttäjä on patologian 
laboratorion immunohistokemiallisista tutkimuksista vastaava henkilöstö. Tarkoituksena oli, että 
he saavat näytteet päivittäiseen käyttöönsä varmistamaan näytteenvalmistuksen luotettavuuden 
ja tukemaan oikeaa diagnoosia. Tasokas patologian laboratoriopalvelu taataan asiakkaille saa-
vuttamalla hyvä laatutaso, ylläpitämällä se ja kehittämällä sitä. 
 
Kohderakenteiden spesifi värjäytyminen kudosnäytteistä osoitti antigeenien paikannuksen onnis-
tuneen. Laaduntarkkailunäytteiden valmistus onnistui sekä menetelmällisesti että kudosmateriaa-
lin ja vasta-aineiden valinnan värjäystulosten ollessa odotetut. Omassa laboratoriossa käsiteltävi-
en laaduntarkkailunäytteiden valmistus on jo jatkunut Oulun yliopistollisen sairaalan patologian 
laboratoriossa.    
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ABSTRACT 
 
The purpose of this project-like bachelor´s thesis was to produce immunohistochemical control 
specimens to be part of the internal quality control of the pathology laboratory in the Oulu Univer-
sity Hospital. The goal was to ensure and develop quality of the laboratory procedures.  
 
Immunohistochemistry has become an essential adjunct to diagnostic pathology. Immunohisto-
chemical method localizes and identifies a specific antigen in a tissue specimen using a method 
based on the specificity and sensitivity of reaction between antigen and primary antibody. The 
reaction is visualized under a microscope with the use of a chromogen. Two-step staining proto-
col with polymer technique utilizes secondary antibodies which identify enzymes and primary an-
tibodies. Tissue specimens used for controls were collected from the laboratory´s own archive 
material and 18 pieces of commercial primary antibodies were chosen for the antigen staining. 
  
The practical goal of the thesis was to prepare controls for the routine use of the laboratory per-
sonnel responsible for the immunohistochemical staining at the pathology laboratory. Controls are 
needed for immunohistochemistry to ensure the reliability of the specimen processing. High-
quality pathology laboratory service can be provided for clients by achieving, maintaining, and 
developing a good quality level.   
 
Antigen localization with polymer technique was successful. The staining results of the control 
specimens do perform as expected. Preparations of in house controls have already been contin-
ued in the pathology laboratory in the Oulu University Hospital.  
 
 
 
 
 
 
 
 
_________________________________________________________________________ 
 
Keywords: antibody, cancer diseases, immunohistochemistry, polymer technique, tissue section, 
quality control 
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1 JOHDANTO 
 
 
Opinnäytetyöni on työelämälähtöinen, toiminnallinen tuotekehitysprojekti, jonka tulostavoitteena 
oli tuottaa laaduntarkkailunäytteet immunohistokemiallisiin värjäyksiin Oulun yliopistollisen sairaa-
lan (OYS:n) patologian laboratorioon. Immunohistokemialla on tärkeä merkitys diagnostisessa 
patologiassa kasvainmuutosten paikannuksessa ja tunnistuksessa. Immunohistokemiallisten me-
netelmien käyttö perustuu kudosnäytteestä paikannettavan vasta-aine-antigeenireaktion herkkyy-
teen ja spesifisyyteen. Laaduntarkkailu- eli kontrollinäytteitä käytetään näytteenvalmistuksen luo-
tettavuuden varmistamiseksi, sillä menetelmään liittyy tekijöitä, jotka voivat vaikuttaa häiritsevästi 
näytteiden värjäystuloksiin ja edelleen tulosten tulkintaan. Laboratoriossa käsiteltävät histologiset 
näytteet ovat ainutkertaisia, minkä vuoksi luotettavan laboratoriotutkimusprosessin merkitys ko-
rostuu. Projekti syntyi laboratorion tarpeesta pystyttää kontrollikudoskirjasto (laboratorion sisäi-
nen, omaan toimintaan perustuva laaduntarkkailujärjestelmä) immunohistokemiallisen menetel-
män sisäistä laaduntarkkailua varten.  
 
Opinnäytetyöprojektin toiminnallisena tavoitteena oli immunohistokemiallisen näytteenvalmistuk-
sen laadunvarmistus ja kehittäminen. Projektin välitön hyödynsaaja ja tuotteen käyttäjä on pato-
logian laboratorion immunohistokemiallisista tutkimuksista vastaava henkilöstö. Tarkoituksena oli, 
että he saavat näytteet rutiinityöskentelyyn varmistamaan näytteenkäsittelyn onnistumista ja tu-
kemaan oikeaa diagnoosia. Tämä takaa osaltaan tasokkaan patologian laboratoriopalvelun ylläpi-
tämisen. Työn lopulliset hyödynsaajat ovat potilaat saadessaan luotettavat tutkimustulokset ter-
veydentilastaan. Myös itse olen hyödynsaaja saadessani arvokkaan oppimiskokemuksen projekti-
työskentelystä patologian laboratoriossa.  
 
Oppimistavoitteitani projektissa olivat syventyminen histopatologiaan, perehtyminen immunohis-
tokemiallisen näytteenvalmistuksen periaatteisiin sekä laadunvarmistuksen merkityksen sisäistä-
minen laboratoriotutkimusprosessissa. Tavoitteitani olivat lisäksi patologian laboratoriossa vaadit-
tavien kliinisen osaamisen ja visuaalisen hahmottamiskyvyn kehittäminen. Vuorovaikutus- ja yh-
teistyötaitojen hyödyntäminen ja kehittäminen on myös tärkeää moniammatillisessa työyhteisös-
sä.   
 
   
7 
 
2 IMMUNOHISTOKEMIA 
 
 
Immunohistokemialliset menetelmät perustuvat herkkään immunologiseen reaktioon, jossa tietty 
antigeeni osoitetaan kudosnäytteestä sille spesifisen vasta-aineen avulla. Antigeenin sijainti vas-
ta-aine-antigeenireaktiossa saadaan mikroskooppisesti havaittavaksi leimaamalla eli liittämällä 
vasta-aineeseen merkkiaine. Eniten käytettyjä merkkiaineita ovat entsyymit, joista piparjuuren pe-
roksidaasi on todettu käyttökelpoisimmaksi. (Boenisch 2009, 11–13; Naukkarinen & von Bogus-
lawsky 1998, 133, 138; Rantala & Laasonen 2000, 148.) 
 
Monoklonaalisten vasta-aineiden käyttö lisää menetelmien spesifisyyttä vasta-aineiden tunnista-
essa kohdeantigeeneistään vain yhden, tietyn epitoopin. Immunohistokemiassa käytettävät vasta-
aineet ovat tavallisimmin hiiressä tai kanissa tuotettuja IgG- ja IgM-luokan vasta-aineita. Primaa-
rivasta-ainetta liitetään harvoin suoraan antigeeniin. Sen sijaan käytetään monivaiheista lei-
mausmenetelmää, jolloin hyödynnetään kohdeantigeeniin sitoutuneen primaarivasta-aineen tun-
nistavia sekundaarivasta-aineita. Sekundaarivasta-aineiden käyttö lisää menetelmän herkkyyttä, 
kun ne liittyvät primaarivasta-aineen eri epitooppeihin. (Boenisch 2009, 11–13; Naukkarinen & 
von Boguslawsky 1998, 135, 143–144; Rantala & Laasonen 2000, 148.) 
 
Immunoentsyymimenetelmässä vasta-aine-antigeenireaktioon lisätään entsyymileima, substraatti 
ja kromogeeni (väriaine), jotka reagoidessaan muodostavat mikroskooppisesti havaittavan vä-
risaostuman vasta-aineen sitoutumispaikalle näytteeseen. Kun entsyymiksi valitaan piparjuuren 
peroksidaasi (Horse Radish Peroxidase eli HRP), sen substraattina käytetään vetyperoksidia. 
Substraatin on oltava spesifi entsyymille ja stabiili inkubaatioliuoksessa. Peroksidaasireaktioissa 
yleisesti käytetty kromogeeni on ruskean saostuman muodostava 3,3´-diaminobent-
sidiinitetrahydrokloridi eli DAB. Voimakkaan värinsä vuoksi DAB erottuu ja rajautuu ympäröivästä 
näytteestä selvästi. Kromogeeni ei liukene veteen eikä orgaanisiin liuottimiin. (Naukkarinen & von 
Boguslawsky 1998, 138; Rantala & Laasonen 2000, 149.) 
 
2.1 Polymeeritekniikkaan perustuva detektiomenetelmä 
 
Menetelmä perustuu polymeeripohjaiseen kittiin. Polymeerissä on dekstraanirunko (suuri hiilihyd-
raattimolekyyli), johon on konjugoitu primaarivasta-aineita tunnistavia sekundaarivasta-aineita ja 
detektiota varten HRP-entsyymiä. Polymeeri sitoutuu spesifisen primaarivasta-aineen tunnista-
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maan haluttuun kudosantigeeniin. HRP katalysoi reaktion, jossa DAB-kromogeeni visualisoi sen 
muodostamalla ruskean värisaostuman. (Key 2009, 59.) Menetelmä on havainnollistettu alla ku-
viossa 1.   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
KUVIO 1. Kaksivaiheinen polymeeriketjukonjugoitu DAKO EnVisionTM -menetelmä (Mukaillen Key 
2009, 59.) 
 
 
2.2 Kasvaindiagnostiikassa yleisesti käytettäviä vasta-aineita 
 
Immunohistokemiallisessa kasvaindiagnostiikassa on satoja vasta-aineita solujen ja muiden ra-
kenteiden osoittamiseen. Vasta-aineet voidaan jakaa välikokoisten säikeiden vasta-aineisiin (ke-
ratiini, vimentiini, neurofilamentti), hormonivasta-aineisiin (insuliini, somatostatiini, tyreoglobuliini), 
leukosyyttien pintavasta-aineisiin (CD-vasta-aineet), immunoglobuliinin vasta-aineisiin, onko-
 ANTIGEENI 
 PRIMAARIVASTA-AINE 
  SEKUNDAARIVASTA-AINE 
 ENTSYYMI 
  POLYMEERIRUNKO 
   ENTSYYMI 
POLYMEERIRUNKO 
   SEKUNDAARIVASTA-AINE 
    PRIMAARIVASTA-AINE 
    ANTIGEENI 
1. VAIHE  2. VAIHE 
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geenituotteiden (BCL-6) sekä proliferaatioantigeenien (Ki-67) vasta-aineisiin.  (Franssila 2007, 
91–92.)  
 
Välikokoisten säikeiden vasta-aineita käytetään pääasiassa karsinoomien, neurogeenisten, glia-
peräisten ja lihasperäisten kasvainten erotusdiagnostiikassa. Keratiinityyppien vasta-aineilla voi-
daan paikantaa epiteliaalisten syöpien primaarituumori, kun potilaalla on metastaasi. Hor-
monivasta-aineilla osoitetaan kasvaimen endokriininen erilaistuminen. Leukosyyttien pintavasta-
aineilla ja immunoglobuliinin vasta-aineilla voidaan erottaa lymfaattiset kasvaimet muista kasvai-
mista, tyypittää lymfoomat ja joskus myös erottaa reaktiivinen ja neoplastinen lymfaattinen muu-
tos toisistaan. Onkogeenituotteiden vasta-aineilla voidaan selvittää kasvaimen pahanlaa-
tuisuusastetta, ja proliferaatioantigeenien vasta-aineilla proliferoivien solujen osuus. (Franssila 
2007, 91–92.) Vasta-aineluettelosta (liite 1) ilmenee kunkin työssä käytetyn vasta-aineen kliininen 
käyttöaihe, vasta-aine-antigeenireaktion sijainti näytteessä, suositeltavat kontrollinäytteet sekä 
vasta-aineen erotusdiagnostinen käyttö. 
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3 IMMUNOHISTOKEMIALLISTEN TUTKIMUSTEN LAADUNVARMENNUS 
 
 
Laadunvarmennustoiminnan yleisenä tavoitteena on hyvän laatutason saavuttaminen, sen ylläpi-
täminen ja kehittäminen. Laatu on tuotteen ominaisuuksista muodostuva kokonaisuus, johon tuot-
teen kyky täyttää siihen kohdistuvat odotukset perustuu (Jämsä & Manninen 2000, 128). Labora-
toriossa laadunvarmistustoimet kohdistetaan laboratoriotyön tekniseen laatuun, mikä vaatii ajan-
mukaiset tekniset toimintaedellytykset, laboratoriohenkilöstön tiedollisen osaamisen ylläpidon ja  
patologis-anatomisten diagnoosien jatkuvan laaduntarkkailun. Laaduntarkkailu toteutuu sekä la-
boratorion omana toimintana (sisäisenä laaduntarkkailuna) että ulkopuolisten laaduntarkkailuor-
ganisaatioiden toimesta (Labquality Oy:n ja NordiQC:n laaduntarkkailukierrokset). Laboratoriossa 
sovelletaan kansainvälisen ISO 9000 -sarjan laadunhallintajärjestelmästandardien periaatteita. 
(Autio-Harmainen 2003, 8.)  
 
3.1 Immunohistokemian kontrollikirjasto 
 
Immunohistokemian kontrollikirjasto tarkoittaa laboratorion sisäistä laaduntarkkailunäytejärjestel-
mää, joka kootaan tunnetuista kontrollikudoksista (Naukkarinen 2010, 82). Kudoskontrollit ovat 
tunnetusti joko positiivisia tai negatiivisia, eli niissä joko on tai ei ole tutkittavaa antigeeniä (Ranta-
la & Laasonen 2000, 152). Positiivisella kontrollilla varmistetaan, ettei värjäys anna väärää nega-
tiivista tulosta, kun taas negatiivisella kontrollilla varmistetaan, ettei värjäys anna väärää positiivis-
ta tulosta (Naukkarinen 2010, 82). Positiivisen kontrollin avulla voidaan määrittää myös värjäyk-
sen herkkyys, kun siinä olevan antigeenin määrä tiedetään. (Rantala & Laasonen 2000, 152.) La-
boratorion omasta diagnostisesta kudosmateriaalista kontrolleiksi kerätyt ja käsitellyt kudosnäyt-
teet ovat luotettavampia kuin kaupalliset kontrollit, koska kontrolli ja tutkittava näyte esikäsitellään 
ja värjätään samalla tavalla. (Naukkarinen 2010, 82.)  
 
Immunohistokemian laaduntarkkailunäytteinä suositaan monikudosnäytteitä, jotka ovat käyttökel-
poisia sekä positiivisina että negatiivisina kontrolleina (Randén 2003, 151; Naukkarinen 2010, 
82). Monikudosnäytteiden käyttö mahdollistaa suurten näytemäärien käsittelyn samoissa olosuh-
teissa, säästeliäämmän reagenssien kulutuksen ja nopeamman värjäysten analysoinnin. Lisäksi 
ne vievät vähemmän käsittely- ja säilytystilaa. (Randén 2003, 151). 
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Useista elimistä kerätyt kudosnäytteet kootaan monikudosblokkiin, jotka voivat olla joko samaa tai 
erityyppistä kudosta. Samasta elimestä on hyvä olla sekä normaali- että kasvainkudosta (Nauk-
karinen 2010, 82). Blokki valmistetaan yleisimmin parafiiniin valetusta kudosmateriaalista joko 
manuaalisesti tai automaatilla. Monikudosblokin valmistuksessa luovuttajablokista irrotetut (pora-
tut) kudoslieriöt siirretään vastaanottajablokkiin lävistettyihin reikiin. Haluttu kohta luovuttajablo-
kista löytyy, kun blokkia ja siitä värjättyä näytelasia verrataan toisiinsa. Haluttu näytemäärä mää-
rittää kudoslieriöiden lukumäärän ja koon vastaanottajablokissa. (Randén 2003, 149.)    
 
3.2 Menetelmällisten tekijöiden vaikutus kudosnäytteen ominaisuuksiin ja laatuun 
 
Immunohistokemialliseen menetelmään liittyy tekijöitä, jotka saattavat haitallisesti vaikuttaa vär-
jäysten tuloksiin ja tulkintoihin. Värjäyksissä käytettävien vasta-aineiden spesifiydessä on eroja. 
Epäspesifinen vasta-aine voi aiheuttaa väärän positiivisen tuloksen reagoidessaan usean kudos-
rakenteen kanssa. Vasta-ainetta voidaan silti käyttää, kun sen ominaisuudet tunnetaan. (Naukka-
rinen 2010, 82.)  
 
Näytteiden tulkintaa häiritsevä taustavärjäytyminen on tavallinen ongelma immunohistokemiassa. 
Taustavärjäytyminen voi olla spesifiä tai epäspesifiä. Spesifi taustavärjäytyminen on tutkittavan 
antigeenin aiheuttamaa. Spesifiä taustaa voi vähentää määrittämällä optimaalisin vasta-
ainepitoisuus. Taustavärjäytyminen on epäspesifi, kun värillinen sakka muodostuu muualle kuin 
kohdeantigeenin kohdalle. Epäspesifiä taustaa aiheuttaa vasta-aineen sitoutuminen useisiin ku-
dosantigeeneihin. Taustavärjäytymistä aiheuttavat lisäksi kudoksen hajoaminen puutteellisen 
kiinnittämisen vuoksi, sen kuivuminen kudosprosessoinnissa ja nekroottiset alueet näytteessä. 
(Naukkarinen & von Boguslawsky 1998, 152–153, 158–159; Barr ym. 2006, 29.)  
 
Fiksointi 
 
Kudos fiksoidaan eli kiinnitetään, jotta sen rakenne säilyy mahdollisimman muuttumattomana, 
elävän kudoksen kaltaisena. Fiksointi estää kudosta hajoamasta pysäyttämällä lysosomaalisten 
entsyymien toiminnan ja mikrobien kasvun. Fiksatiivi denaturoi kudoksen proteiinirakenteita koa-
guloimalla niitä tai liittämällä niihin molekyylejä, jolloin kudosproteiinien rakenne ja siten myös nii-
den toiminta voivat muuttua. Kiinnitysaineena eli fiksatiivina käytetään yleisesti formaliinia, mikä 
on 10-prosenttista fosfaattipuskuroitua formaldehydiä. (Helin, Naukkarinen & Rantala 1998, 65–
66; Barr, Shi, Taylor & Wu 2006, 17–18.) 
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Keskeiset kudoksen fiksointiin vaikuttavat tekijät ovat kudoskappaleen koko, fiksatiivin ominai-
suudet (konsentraatio ja pH) ja määrä sekä fiksointiaika ja -lämpötila. Immunohistokemiassa hyvä 
fiksatiivi mahdollistaa antigeeni-vasta-ainekompleksin syntymisen säilyttämällä kudosmorfologian 
ja antigeenisyyden. Hyvä fiksatiivi estää antigeenin diffuntoitumisen kiinnittämällä sen paikoilleen. 
Ongelmana voi olla, että samalla se muuttaa antigeenin muotoa siten, ettei vasta-aine kykene 
tunnistamaan sitä. (Helin ym. 1998, 67; Barr ym. 2006, 17–18.) 
 
Kudoskuljetus 
 
Kudoskuljetukseen sisältyy neljä vaihetta: huuhtelu, dehydraatio, dehydroivan aineen poisto ja tu-
kiaineen imeytys. Fiksoitu kudosnäyte huuhdellaan vedellä ja etanolilla tarkoituksena sitoutumat-
toman formaliinin poistaminen kudoksesta. Huuhtelun jälkeen tehdään dehydraatio eli vedenpois-
to nousevan etanolisarjan avulla, jossa kudosnäyte siirretään asteittain suurenevaan etanolipitoi-
suuteen. Dehydroiva aine eli etanoli poistetaan kudoksesta tukiaineen imeyttämistä varten ksy-
leenikäsittelyllä, joka on myös parafiini-tukiaineen liuotin. Ksyleenillä on myös kudosta kirkastava 
vaikutus, mikä tekee kudoksesta kuultavan. Parafinointi tarkoittaa kudosnäytteen imeyttämistä 
parafiiniin, mikä on kudosprosessoinnissa yleisesti käytetty tukiaine. Nestemäiseksi kuumennettu 
parafiini tunkeutuu hyvin kudokseen ja jähmettyessään kiinteyttää sen aiheuttamatta rakennevau-
rioita. (Helin ym. 1998, 68.) 
    
Antigeenin paljastus 
 
Ennen immunohistokemiallista värjäystä fiksoinnin aiheuttama antigeenin molekyylirakenteen 
muuttuminen palautetaan alkuperäisen kaltaiseksi ns. antigeenin paljastus -esikäsittelyllä (Anti-
gen Retrieval). Antigeenin paljastus tapahtuu käsittelemällä kudosnäytteet joko entsymaattisesti 
tai korkeaa lämpötilaa hyödyntävien esikäsittelyliuosten avulla. Antigeenin paljastus entsymaatti-
sesti perustuu erilaisten proteaasien käyttöön. (Naukkarinen & von Boguslawsky 1998, 150–151; 
Barr ym. 2006, 18–20.) 
 
Esikäsittelyliuos-lämpökäsittely tehdään tavallisesti mikroaaltouunissa. Mikroaaltouunilämmitys 
perustuu liuoksen ja lämmön yhteisvaikutukseen ja elektromagneettisten aaltojen aikaansaamaan 
molekyylien varausten uudelleenjärjestäytymiseen, minkä seurauksena fiksaation aiheuttamat si-
doksen purkautuvat osittain. Useista esikäsittelyliuoksista käytetyimmät ovat sitraattipuskuri (pH 
6,0) ja Tris-EDTA (pH 9,0). Kohdeantigeeni määrittää, mitä esikäsittelyliuosta käytetään ja minkä 
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pH:n se vaatii. Myös lämpötila, lämpötilan muutokset ja lämmityksen kesto vaikuttavat kohdeanti-
geenin paljastuksen onnistumiseen. Optimaalinen esikäsittely määritetään kokeilemalla olosuhtei-
ta. (Naukkarinen & von Boguslawsky 1998, 150–151; Barr ym. 2006, 18–20.)      
 
Endogeenisen entsyymiaktiivisuuden blokkaus 
 
Jos tutkittavassa kudoksessa esiintyy merkkiaineena käytettyä entsyymiä tai muita samankaltai-
sesti toimivia entsyymejä endogeenisena, se aiheuttaa samanlaisen sakan näytteeseen kuin 
merkkiaineena käytetty entsyymi. Endogeeninen eli kudoksen oma entsyymiaktiivisuus on siksi 
estettävä ennen värjäystä. Peroksidaasiaktiivisuutta esiintyy kaikissa hemoproteiineissa (esim. 
punasolujen hemoglobiini). Peroksidaasiaktiivisuus voidaan estää parafinoiduista kudosnäytteistä 
vetyperoksidikäsittelyllä.  (Naukkarinen & von Boguslawsky 1998, 151; Barr ym. 2006, 4–5.) 
 
Vasta-aineen laimennos ja inkubaatioaika 
 
Valmistajan antamien suositusarvojen pohjalta uusille, käyttöön otettaville vasta-aineille tulee 
määrittää optimaalisin tiitteri eri laimennoksia kokeilemalla. Laimennos ilmentää vasta-aineen 
määrän liuoksessa. Tavoitteena on määrittää suurin vasta-ainelaimennos, jolla saavutetaan in-
tensiivisin värjäystulos vähäisimmällä taustavärjäytymisellä. Mitä suurempi vasta-
ainekonsentraatio on, sitä lyhyempi inkubaatioaika yleensä tarvitaan. Useimmiten käytetyt inku-
baatioajat ovat 10–60 minuuttia. Myös vasta-aineen affiniteetti vaikuttaa inkubaatioaikaan. Vasta-
aine, jolla on suuri affiniteetti, reagoi nopeammin kohdeantigeeninsä tuottaen intensiivisen vär-
jäystuloksen lyhyemmällä inkubaatioajalla kuin heikon affiniteetin omaava vasta-aine. Määritetty-
jen laimennosten, inkubaatio-olosuhteiden ja -aikojen noudattaminen on tärkeää vaihtelevien vär-
jäystulosten välttämiseksi. (Naukkarinen & von Boguslawsky 1998, 154–155; Barr ym. 2006, 22.) 
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4 PROJEKTITEHTÄVÄT 
 
 
Laboratorion laadunvarmennustoiminnan tarkoituksena on tasokkaan laboratoriopalvelun takaa-
minen. Tavoitteena oli immunohistokemian laboratoriotutkimusprosessin laadun varmistaminen ja 
kehittäminen. Työlle asetettiin kaksi projektitehtävää: 
 
1. Laaduntarkkailunäytteiden valmistus immunohistokemiallisiin värjäyksiin osaksi patologian labo-
ratorion sisäistä laaduntarkkailujärjestelmää 
2. Laaduntarkkailunäytteiden käyttökelpoisuuden arviointi immunohistokemiallisten värjäysten sisäi-
sinä laaduntarkkailunäytteinä  
 
Laaduntarkkailunäytteet valmistettiin polymeeritekniikkaan perustuvalla detektiomenetelmällä. 
Laaduntarkkailunäytteiden valmistukseen omalta osaltani kuului viisi päätehtävää: monikudos-
blokkien valmistus, kudosnäytteiden mikrotomia, kudosleikkeiden antigeenin paljastus -esi-
käsittely, kudosleikkeiden vasta-ainevärjäykset ja näytteiden mikroskopia. Kohderakenteen vär-
jäytyminen kudosleikkeestä arvioitiin mikroskooppisesti. Kriteerejä luotettavalle värjäystulokselle 
ovat värin selkeä paikantuminen kohderakenteeseen ja värin riittävä intensiteetti. Kriteerit täyttävä 
näyte edellyttää menetelmän hallintaa ja jokaisen näytteenvalmistuksen vaiheen onnistumista.  
 
4.1 Projektiorganisaatio 
 
Projektiorganisaatio muodostetaan projektia varten tietyksi määräajaksi. Jokaisella organisaati-
oon kuuluvalla on rooli, tehtävä ja vastuu projektissa (Silfverberg 2007, 98). Projektinorganisaati-
omme kuvaan graafisessa muodossa kuviossa 2. 
 
Projektin ideoija, opinnäytetyöni toimeksiantaja ja yhteyshenkilöni OYS:n patologian osastolle oli 
FT, sairaalasolubiologi Timo Väisänen. Minä, bioanalyytikko-opiskelija Ursula Liuska, toimin 
opinnäytetyöprojektini projektivastaavana. Toteutin projektin toiminnallisen osuuden yhteistyössä 
patologian laboratorion immunohistokemian töistä vastaavan laboratoriohenkilöstön kanssa, jon-
ka kanssa muodostin projektiorganisaation työryhmän. Väisänen vastasi työn tulosten arvioinnis-
ta. 
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Projektin ohjausryhmä koostui opinnäytetyöni ohjaavista opettajista, koulutusohjelmavastaava, 
tuntiopettaja Outi Mäkitalosta ja lehtori Paula Reposesta Oulun seudun ammattikorkeakoulun 
(OAMK:n) bioanalytiikan koulutusohjelmasta sekä Timo Väisäsestä OYS:n patologian osastolta.  
 
Projektiorganisaation tukiryhmään kuuluivat työn vertaisarvioija, bioanalyytikko-opiskelija Johan-
na Karvonen ja bioanalytiikan opinnot syksyllä 2007 aloittanut bio7sn-ryhmä. Tukiryhmään kuu-
luivat lisäksi OAMK:n tuntiopettaja Marja Kuure (suomen kieli ja viestintä), yliopettaja Elsa Manni-
nen (tuotekehitys), lehtori Marketta Rusanen (englannin kieli ja viestintä) sekä tuntiopettaja Mari-
ka Tuiskunen (projektityö).  
 
 
 
 
   
 
 
 
   
    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
KUVIO 2. Projektiorganisaatiokaavio 
 
 
 
 
TOIMEKSIANTAJA 
Timo Väisänen 
OYS, Patologia 
PROJEKTIVASTAAVA 
Ursula Liuska 
OHJAUSRYHMÄ 
Outi Mäkitalo ja Paula Reponen 
Timo Väisänen 
Timo Väisänen 
TYÖRYHMÄ 
Immunohistokemian töistä vas-
taava laboratoriohenkilöstö 
Ursula Liuska 
TUKIRYHMÄ 
Johanna Karvonen 
Bio7sn 
Marja Kuure 
Elsa Manninen 
Marketta Rusanen 
Marika Tuiskunen 
Marika Tuiskunen 
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5 LAADUNTARKKAILUNÄYTTEIDEN VALMISTUS  
 
 
Kontrollikudoksiksi valittiin haima (pancreas), kilpirauhanen (thyroid), maksa (liver), nielurisa (ton-
sil) ja umpilisäke (appendix). Kudosmateriaali kerättiin patologian laboratorion diagnostiikasta 
jäävästä resekaatti- ja kadaaverimateriaalista sekä kudosarkistosta käytettävyyden vertailun 
vuoksi (resekaattinäyte = I, kadaaverinäyte = II). Kyseiset kudokset valittiin, koska niissä on useil-
le vasta-aineille positiivisia soluja ja muita rakenteita. Nielurisa esimerkiksi käy positiiviseksi kont-
rolliksi usealle eri vasta-aineelle, ts. jokaiselle vasta-aineelle ei tarvitse etsiä omaa kudosta kont-
rolliksi. Käytetty kudosmateriaali on lisäksi kohtuullisen helposti saatavissa. Kudosnäytteille tehtiin 
hematoksyliini-eosiini-koevärjäykset kudosrakenteiden paikantamiseksi monikudosblokkeihin po-
rauksia varten. Koevärjäysten avulla varmistettiin myös kudosten hyvä laatu (säilyvyys, ei nek-
roottisia alueita).   
 
Monikudosblokit valmistettiin formaliinifiksoiduista ja parafiinin valetuista kudosnäytteistä. Pora-
ukset monikudosblokkeihin (6 kpl) tehtiin seuraavasti: MB-1a: maksa I, nielurisa, umpilisäke I, 
MB-1b: maksa II, nielurisa, umpilisäke II, MB-2a: haima II, maksa I, umpilisäke, MB-2b: haima II, 
maksa II, umpilisäke, MB-3a: kilpirauhanen I, maksa I, MB-3b: kilpirauhanen II, maksa II. Kudos-
blokeista leikattiin 2–3 µm:n paksuisia leikkeitä mikrotomi-kudosleikkurilla, jonka jälkeen leikkeet 
värjättiin polymeeritekniikkaan perustuvalla detektiomenetelmällä. Vasta-ainevärjäykset tehtiin la-
boratoriossa rutiinikäytössä olevilla kaupallisilla vasta-aineilla.  
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          KUVIO 3. Kudosnäytteen poraus luovuttajablokista 
 
 
 
 
       KUVIO 4. Monikudosblokki 2B 
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5.1 Kudosnäytteiden esikäsittely  
 
Suurin osa värjäyksessä käytetyistä vasta-aineista vaatii esikäsittelyn ennen kohdeantigeenin 
paikannusta. Antigeenin paljastuksessa käytettiin esikäsittelyliuos-lämpökäsittelymenetelmää. 
Esikäsittelyliuos, Tris-EDTA tai sitraattipuskuri, valittiin käsiteltävän vasta-aineen mukaan. Kudos-
leikkeitä inkuboitiin esikäsittelyliuoksessa mikroaaltouunissa sovituilla lämpötiloilla ja ajoilla. Käsit-
telyn jälkeen leikkeiden annettiin jäähtyä ennen endogeenisen peroksidaasiaktiivisuuden blok-
kaavaa vetyperoksidipuskuri-inkubaatiota. Liuosten valmistusohjeet ovat työn liitteenä (liite 3). 
  
5.2 Antigeenien paikannus 
 
Antigeenien paikannukseen käytettiin laboratoriossa testattuja ja rutiinikäytössä olevia kaupallisia 
vasta-aineita. Kudosblokeista paikannettiin seuraavat antigeenit: BCL-6-onkoproteiini, glykoprote-
iinit CD4, CD10, CD23, CD31 ja CD57, E-kadheriini (E-CAD), hepatosyyttispesifinen antigeeni, 
insuliini, karsioembryonaalinen antigeeni (CEA), Ki-67-proteiini, neuronispesifinen enolaasi 
(NSE), somatostatiini, sytokeratiinit 7 ja 20 (CK7, CK20), tyreoglobuliini, TTF-1 ja vimentiini. Kul-
lekin vasta-aineelle tehtiin sille optimaalisin laimennos.  
 
Vasta-aineinkubaation jälkeen kudosleikkeille pipetoitiin polymeeripohjainen kitti, joka tunnistaa 
kohderakenteeseen sitoutuneen vasta-aineen. Reaktio visualisoitiin DAB-kromogeenin avulla. 
Leikkeille tehtiin toistuvia pesuja fosfaattipuskuroidulla keittosuolaliuoksella (PBS:llä) tarkoitukse-
na kudokseen sitoutumattoman reagenssin poistaminen ennen seuraavan reagenssin lisäystä. 
Hematoksyliini-värjäys tehtiin tumien esillesaamiseksi. Valmistajan värjäysohje on työn liitteenä 
(liite 2). 
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MIKROTOMIA 
KUDOSMATERIAALIN VALINTA 
ANTIGEENIN PALJASTUS 
KOEVÄRJÄYKSET 
KUDOSKULJETUS 
MONIKUDOSBLOKKIEN VALMISTUS 
VASTA-AINEVÄRJÄYKSET 
MIKROSKOPIA  
TUMAVÄRJÄYKSET 
KUVIO 5. Työvaiheet 
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6 LAADUNTARKKAILUNÄYTTEIDEN ARVIOINTI 
 
 
Laaduntarkkailunäytteet arvioitiin paikantamalla ruskeaksi värjäytyneet kohderakenteet mik-
roskoopilla. Kudosleikkeiden oikea mikroskooppinen tulkinta perustuu kudosrakenteiden ja niiden 
välisten reaktioiden tuntemiseen. Kohderakenteiden värjäytyminen kudosnäytteistä odotetulla ta-
valla osoitti antigeenien paikannuksen onnistuneen. Värjäystulosten perusteella työn voidaan to-
deta onnistuneen menetelmällisesti sekä käytettyjen vasta-aineiden ja kudosmateriaalin valinnan 
suhteen.  
 
Luotettava värjäyksen arviointi voidaan tehdä vain hyvin säilyneistä kudoksista ja edustavista 
leikkeistä. Autolyysi, riittämätön fiksaatio ja nekroottiset alueet kudoksessa aiheuttavat tulosten 
tulkintaa häiritsevää värjäytymistä. Värjäystulosta voidaan pitää spesifisenä, kun väri paikantuu 
kohderakenteeseen selvärajaisesti (esim. kohdesolun solukalvoon). Värin intensiteetin pitää olla 
riittävä värjäyksen herkkyyden arvioimiseksi. Intensiteetin vaihtelun perusteella myös kohdeanti-
geenin määrää kudoksessa voidaan arvioida. Mitä voimakkaampi värin intensiteetti on, sitä 
enemmän näytteessä on kohdeantigeeniä. (Naukkarinen & von Boguslawsky 1998, 158–159.)  
 
 
 
 
KUVIO 6. Kontrollinäyte: Haima Vasta-aine: Insuliini Kohderakenne: Sytoplasma  
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KUVIO 7. Kontrollinäyte: Haima Vasta-aine: Neuronispesifinen enolaasi Kohderakenne: Syto-
plasma  
 
 
 
 
KUVIO 8. Kontrollinäyte: Haima Vasta-aine: Sytokeratiini 7 Kohderakenne: Sytoplasma 
 
   
22 
 
 
 
KUVIO 9. Kontrollinäyte: Kilpirauhanen Vasta-aine: Tyreoglobuliini Kohderakenne: Sytoplasma 
 
 
 
 
KUVIO 10. Kontrollinäyte: Maksa Vasta-aine: Hepatosyyttispesifinen vasta-aine Kohderakenne: 
Sytoplasma 
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KUVIO 11. Kontrollinäyte: Nielurisa Vasta-aine: E-kadheriini Kohderakenne: Solukalvo 
 
 
 
 
KUVIO 12. Kontrollinäyte: Nielurisa Vasta-aine: Ki-67 Kohderakenne: Tuma 
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KUVIO 13. Kontrollinäyte: Nielurisa Vasta-aine: Vimentiini Kohderakenne: Sytoplasma 
 
 
 
 
KUVIO 14. Kontrollinäyte: Umpilisäke Vasta-aine: CD57 Kohderakenne: Solukalvo/Sytoplasma 
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KUVIO 15. Kontrollinäyte: Umpilisäke Vasta-aine: E-kadheriini Kohderakenne: Solukalvo 
 
 
 
 
KUVIO 16. Kontrollinäyte: Umpilisäke Vasta-aine: karsioembryonaalinen antigeeni. Kohderaken-
ne: Solukalvo/Sytoplasma 
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KUVIO 17. Kontrollinäyte: Umpilisäke Vasta-aine: Neuronispesifinen enolaasi Kohderakenne: 
Tuma/Sytoplasma 
 
 
 
 
KUVIO 18. Kontrollinäyte: Umpilisäke Vasta-aine: Sytokeratiini 20 Kohderakenne: Sytoplasma 
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KUVIO 19. Kontrollinäyte: Umpilisäke Vasta-aine: Vimentiini Kohderakenne: Sytoplasma 
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7  POHDINTA 
 
 
Opinnäytetyöni lähtökohtina olivat paitsi käytännön työelämän tarve, myös henkilökohtainen mie-
lenkiintoni patologiaan laboratorioalana ja toiminnalliseen projektityöskentelyyn. Koin työn paitsi 
mielenkiintoiseksi ja tärkeäksi myös haasteelliseksi, sillä minulla ei ollut aikaisempaa tietoperus-
taa eikä kokemusta immunohistokemiallisesta näytteenvalmistuksesta. Mielestäni saavutin pro-
jektille asettamani oppimistavoitteet. Opin valmistamaan kudosnäytteet immunohistokemiallisella 
menetelmällä ja arvioimaan näytteenkäsittelyn laatua. Näytteenvalmistus patologian laboratorios-
sa on monivaiheinen prosessi, jossa jokaisen työtehtävän onnistuminen on tärkeää edustavien 
näytteiden saamiseksi.  
 
Tulosten luotettavuuden perusteella immunohistokemian töistä vastaava henkilöstö voi hyödyntää 
laboratorion diagnostiikasta jäävää sekä resekaatti- että kadaaverimateriaalia sisäisen laadun-
tarkkailun näytteinä. Antigeenien paikantaminen monikudosblokkeihin valmistetuista kudosnäyt-
teistä koetaan käytännössä toimivaksi. Menetelmällisesti optimaaliset värjäystulokset voidaan 
saavuttaa. 
 
Immunohistokemia on kehittyvä ala ja immunohistokemiallisten menetelmien käyttö diagnostii-
kassa tulee todennäköisesti edelleen kasvamaan. Uusille, markkinoille tuleville vasta-aineille tar-
vitaan testausta. Yhteistyötä kirurgisten osastojen kanssa voisi tulevaisuudessa lisätä kudosten 
saamiseksi tuoreina immunohistokemiallista tutkimuskäyttöä varten. Toinen tapa sisäiselle laa-
dunvarmistukselle olisi valmistaa leikkeet samalle objektilasille potilasnäytteen kanssa. Tällöin 
näytteiden käsittely olisi täsmälleen samanlainen ja laaduntarkkailunäyte helposti verrattavissa 
potilasnäytteeseen.  
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                     LIITE 1 (1/1) 
 
 
BCL-6 Onkoproteiini 
 
Kliininen käyttö Diffuusien suurisoluisten B-solulymfoomien, follikulaaristen  
  lymfoomien ja Burkittin lymfooman luokitus 
 
Kohderakenne Tuma 
 
Suositeltava kontrolli Nielurisa: Suurin osa itukeskuksen B-soluista tulisi osoittaa keski-
 vahva–vahva nukleaarinen värireaktio. Levyepiteelisolujen tulisi  
  osoittaa heikko–keskivahva nukleaarinen värireaktio. 
 
Erotusdiagnostiikka Diffuusi suurisoluinen B-solulymfooma/Follikulaarinen lymfooma vs. 
  Manttelisolulymfooma/MALT-lymfooma 
 
 
CD 4 Glykoproteiini  
 
Kliininen käyttö Tymosyyttien ja T-auttajasolujen tunnistus. Perifeerisen T-solu-
lymfooman, anaplastisen suurisoluisen lymfooman ja ihon T-solu-
lymfooman osoitus. 
 
Kohderakenne Solukalvo 
 
Suositeltava kontrolli Nielurisa: T-auttajasolujen tulisi osoittaa keskivahva–vahva värire-
aktio solukalvolla. Maksa: Kuppferin solujen ja sinusoidien endo-
teelisten solujen tulisi osoittaa heikko–keskivahva värireaktio. He-
patosyyttien värjäytyminen on negatiivinen.  
                    
Erotusdiagnostiikka T-solulymfooma vs. B-solulymfooma 
 T-solulymfooman tyypitys 
 
 
CD 10 (CALLA) 
   
Kliininen käyttö Burkittin lymfooman, follikulaarisen lymfooman, B-kantasolu-
lymfoblastisen lymfooman ja munuaiskarsinooman tunnistus 
 
Kohderakenne Solukalvo 
 
Suositeltava kontrolli Maksa: Sappitiehyen tulisi osoittaa keskivahva–vahva värjäytymi-
nen mahdollisimman vähäisellä hepatosyyttien värjäytymisellä. 
 Nielurisa: Itukeskuksen solujen tulisi osoittaa heikko–keskivahva 
pääasiassa solukalvon värjäytyminen. Neutrofiilien tulisi osoittaa 
solukalvon värjäytyminen, kun taas perifeeristen lymfosyyttien tulisi 
antaa negatiivinen värjäytystulos. 
 
Erotusdiagnostiikka Follikulaarinen lymfooma vs. manttelisolulymfooma/MALT-
lymfooma  
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                LIITE 1 (2/1) 
 
 
Munuaiskarsinooma (selkeä solutyyppi) vs. muut selkeän solutyy-
pin neoplasmat  
 Endometriumin sarkooma vs. kohdun leiomyosarkooma 
 
 
CD 23 Glykoproteiini 
 
Kliininen käyttö B-solujen tunnistus. Krooninen lymfaattinen leukemia/B-
lymfosyyttivaltainen lymfooma. 
 
Kohderakenne Solukalvo 
 
Suositeltava kontrolli Nielurisa: Itukeskuksen follikulaaristen dendriittisolujen tulisi osoit-
taa keskivahva–vahva solukalvon värireaktio, manttelialueen B-
solujen tulisi osoittaa heikko–keskivahva solukalvon värireaktio. 
 
Erotusdiagnostiikka Krooninen lymfaattinen leukemia/B-lymfosyyttien lymfooma vs. 
manttelisolulymfooma  
 
 
CD 31 Endoteelisolu 
  
Kliininen käyttö Endoteelisten solujen tunnistus. Verenkiertohäiriöiden, kuten he-
mangiosarkooman, Kaposin sarkooman ja angiosarkoomien osoi-
tus. 
 
Kohderakenne Solukalvo ja sytoplasma 
                      
Suositeltava kontrolli Umpisuoli/Paksusuoli: Keskivahva–vahva pääasiassa solukal-
  von, mutta myös sytoplasmisen värjäytymisen tulisi osoittautua 
  verestä ja lymfaattisista vaskulaarisista endoteelisoluista. Aktii-
  visten B- ja T-solujen tulisi osoittaa heikko–keskivahva värireaktio.
  Nielurisa: Sekä vaskulaaristen että lymfaattisten endoteelisolujen
  tulisi osoittaa keskivahva–vahva sytoplasminen värireaktio. Mant- 
  telialueen B-solujen tulisi osoittaa heikko–keskivahva solukalvon  
  värjäytyminen. 
 
Erotusdiagnostiikka Hemangiosarkooma vs. hemangioperisytooma 
  Hemangiooma vs. adenomatoottinen tuumori 
 
 
CD 57 Glykoproteiini 
 
Kliininen käyttö Hodgkinin lymfooman (lymfosyyttivaltaisen), suurisoluisen granu-
laarisen T-lymfosyytti-häiriön, oligodendrogliooman ja neuroendo-
kriinisen kasvaimen tunnistus 
 
Kohderakenne Solukalvo ja/tai sytoplasma 
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                LIITE 1 (3/1) 
 
 
Suositeltava kontrolli Nielurisa: Pääasiassa itukeskuksesta paikannettavien aktiivisten 
T-solujen ja T-alueen sekä itukeskuksen reunojen NK-solujen tulisi 
osoittaa keskivahva–vahva värjäytyminen. Umpisuoli/Paksusuo-
li: Schwannin solujen tulisi osoittaa heikko–keskivahva värireaktio. 
 Epiteelin pinnan neuroendokriinisten solujen tulisi osoittaa värireak-
tio epiteelisolujen ollessa negatiiviset. 
 
Erotusdiagnostiikka Suurisoluinen granulaarinen T-lymfosyytti-häiriö vs. maligni fibroot-
tinen histiosytooma (MFH) ja fibrosarkooma 
 
 
E-kadheriini (E-Cad)    
 
Kliininen käyttö Duktaalisen ja lobulaarisen rintakarsinooman erotusdiagnostiikka. 
Duktaalinen rintakarsinooma on E-Cad-positiivinen ja lobulaarinen 
rintakarsinooma E-Cad-negatiivinen. E-kadheriini värjää myös nor-
maaleja rintatiehyitä ja osoittaa myös muita tuumoreita, kuten ruo-
katorven adenokarsinoomaa. 
 
Kohderakenne Solukalvo 
 
Suositeltava kontrolli Umpisuoli/Paksusuoli: Epiteelisolujen tulisi osoittaa keskivahva - 
vahva solukalvon värireaktio. Maksa: Sekä hepatosyyttien että 
duktaalisten solujen tulisi osoittaa heikko–keskivahva solukalvon 
värireaktio.   
 
Erotusdiagnostiikka Duktaalinen vs. lobulaarinen rintakarsinooma 
 
 
Hepatosyyttispesifinen antigeeni 
 
Kliininen käyttö Hepatosellulaaristen tuumoreiden, clear cell hepatosellulaaristen 
karsinoomien ja muiden malignien clear cell -tuumoreiden sekä he-
patoblastooman (embryonaalisen) ja muiden lapsuusajan pie-
nisoluisten tuumoreiden erotusdiagnostiikka. 
 
Kohderakenne Sytoplasma 
 
Suositeltava kontrolli Maksa: Hepatosyyttien tulisi osoittaa keskivahva–vahva sytoplas-
man granulaarinen värireaktio. Sappitiehyen epiteelisolujen tulisi 
antaa negatiivinen värjäystulos. 
 
Erotusdiagnostiikka Hepatosellulaarinen karsinooma vs. kolangiokarsinooma 
 Hepatosellulaarinen karsinooma vs. munuaiskarsinooma   
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Insuliini 
 
Kliininen käyttö Insuliinia tuottavien solujen tunnistus normaalista ja neoplastisesta 
kudoksesta 
 
Kohderakenne Sytoplasma 
 
Suositeltava kontrolli Haima: Langerhansin saarekkeen, B-solujen tulisi osoittaa heikko–
keskivahva sytoplasminen värireaktio. Asinaaristen epiteelisolujen 
tulisi antaa negatiivinen värjäystulos. 
 
Erotusdiagnostiikka Insuliooma vs. muut haiman endokriiniset tuumorit 
 
 
Karsioembryonaalinen antigeeni (CEA) 
 
Kliininen käyttö CEA-positiivisten glykokalyksien tunnistus ruoansulatuskanavan 
soluista, paksusuolen karsinooman osoitus. CEA osoittaa useita eri 
kasvaimia, kuten keuhkojen adenokarsinoomaa, meningeoomaa ja 
kilpirauhasen medullaarista karsinoomaa. 
 
Kohderakenne Solukalvo ja sytoplasma 
 
Suositeltava kontrolli Umpisuoli/Paksusuoli: Limakalvon epiteelisolujen tulisi osoittaa 
keskivahva–vahva sytoplasman värireaktio. Luumen ja glykokalyks 
värjäytyvät basaalikerroksen soluja vahvemmin. Nielurisa:  
 Levyepiteelisolujen tulisi osoittaa heikko–keskivahva sytoplasminen 
värireaktio.  
 
Erotusdiagnostiikka  Paksusuolikarsinooma vs. munasarjakarsinooma 
 Paksusuolikarsinooma vs. eturauhaskarsinooma 
 Kilpirauhasen medullaarinen karsinooma vs. kilpirauhasen folliku-
laarinen karsinooma 
 Virtsateiden karsinooma vs. munuaiskarsinooma 
 
 
Ki-67 Proteiini 
 
Kliininen käyttö Proliferoivien solujen tunnistus normaalista ja neoplastisesta ku-
doksesta. Burkittin lymfooman, paksusuolen adenokarsinooman, 
pehmytkudossarkooman, eturauhasen adenokarsinooman ja rinta-
karsinooman osoitus. 
 
Kohderakenne Tuma  
 
Suositeltava kontrolli Nielurisa: sekundaariset follikkelit, itukeskuksen B-solujen tulisi 
osoittaa keskivahva–vahva värireaktio. Parabasaalien epiteelisolu-
jen tulisi osoittaa heikko–keskivahva tuman värjäytyminen.  
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 Ruokatorvi: Basaalien ja parabasaalien epiteelisolujen tulisi osoit-
taa selvä tuman värjäytyminen. 
 
Erotusdiagnostiikka Non-Hodgkinin lymfooman pahanlaatuisuusasteen erotusdiagnos-
tiikka 
 Burkittin lymfooma vs. muut lymfoomat                  
Epiteliaalinen neoplasma vs. hyperplasia tai dysplasia 
 
 
Neuronispesifinen Enolaasi (NSE) 
 
Kliininen käyttö Normaalien neuronien ja neuroendokriinisten solujen tunnistus. 
Schwannooman ja karsinoidituumorien osoitus. 
 
Kohderakenne Tuma ja sytoplasma 
 
Suositeltava kontrolli Umpisuoli/Paksusuoli: Mucosan neuroendokriinisten solujen ja 
gangliosolujen tulisi osoittaa keskivahva–vahva granulaarinen sy-
toplasman ja tuman värjäytyminen. Aksonien tulisi osoittaa heikko– 
keskivahva granulaarinen sytoplasman värjäytyminen. Epiteelisolu-
jen tulisi antaa negatiivinen värjäystulos. Haima: Langerhansin 
saarekkeiden ja neuroendokriinisten solujen tulisi osoittaa vahva 
granulaarinen sytoplasman ja tuman värireaktio. 
 
Erotusdiagnostiikka Schwannooma vs. meningiooma  
 Karsinoidituumori vs. karsinooma 
 
                 
Sytokeratiini 7 (CK 7) 
 
Kliininen käyttö Rauhas- tai siirtymäalueen epiteelisolujen tunnistus useista tuumo-
reista. Lobulaarisen rintakarsinooman, munasarjakarsinooman ja 
kromofobisen munuaiskarsinooman osoitus.  
 
Kohderakenne Sytoplasma 
 
Suositeltava kontrolli Haima: Tiehyeiden epiteelisolujen tulisi osoittaa selvä sytoplasmi-
nen värireaktio. Asinaaristen tiehyeiden epiteelisolujen tulisi osoit-
taa keskivahva–vahva värjäytyminen, kun taas epiteelisolujen 
muualla tiehyeissä tulisi osoittaa heikko–keskivahva värjäytyminen. 
Haiman asinaaristen solujen tulisi antaa negatiivinen värjäys- 
tulos. Rinta: Rinnan epiteelisolujen tulisi osoittaa vahva sytoplas-
minen värireaktio. 
 
Erotusdiagnostiikka Virtsarakon karsinooma vs. eturauhaskarsinooma 
 Munasarjakarsinooma vs. paksusuolikarsinooma 
 Keuhkokarsinooma vs. rintakarsinooma 
 Kolangiokarsinooma vs. hepatooma 
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Pagetin tauti vs. Bowenin tauti 
 
               
Sytokeratiini 20 (CK 20) 
 
Kliininen käyttö Pääasiassa ruoansulatuskanavan tuumoreiden, mukoosien kohtu-
tuumoreiden ja Merkelin solu -karsinooman tunnistus. Anti-
sytokeratiini 20 värjää fysiologisesti normaalin ruoansulatuskana-
van epiteelin ja uroteelin.  
 
Kohderakenne Sytoplasma 
 
Suositeltava kontrolli Umpisuoli/Paksusuoli: Kolumnaaristen epiteelisolujen tulisi osoit-
taa selvä sytoplasminen värjäytyminen. Luminaaliset solut osoitta-
vat tyypillisesti keskivahvan–vahvan värireaktion. Epiteelisolut ba-
saalikryptissa osoittavat heikon–keskivahvan värireaktion, poikke-
uksena endokriiniset solut, jotka osoittavat keskivahvan–vahvan 
värireaktion.  
 
Erotusdiagnostiikka Merkelin solu -karsinooma vs. tyvisolukarsinooma 
 Paksusuolen karsinooma vs. kohtukarsinooma vs. paksusuolen 
karsinoidi 
 Kolangiokarsinooma vs. hepatooma vs. fibrolamellaarinen hepa-
tooma 
 
 
Tyreoglobuliini 
 
Kliininen käyttö Kilpirauhastuumoreiden, kuten kilpirauhasen follikulaarisen karsi-
nooman, kilpirauhasen papillaarisen karsinooman ja kilpirauhasen 
anaplastisen karsinooman osoitus.  
 
Kohderakenne Sytoplasma 
 
Suositeltava kontrolli Kilpirauhanen: follikulaaristen kuutio- ja lieriöepiteelisolujen tulisi 
osoittaa heikko–keskivahva sytoplasminen värjäytyminen. Sellulaa-
risten kolloidien tulisi osoittaa keskivahva–vahva värireaktio. 
 
Erotusdiagnostiikka Kilpirauhasen follikulaarinen vs. medullaarinen karsinooma 
 Kilpirauhaskarsinooma vs. metastaattinen munuaiskarsinooma 
                 
 
TTF-1 
 
Kliininen käyttö Primaarin ja metastaattisten keuhko- ja kilpirauhastuumoreiden 
erotusdiagnostiikka. Kilpirauhasen papillaarisen karsinooman ja 
keuhkojen adenokarsinooman osoitus. TTF-1 ei osoita mesoteli-
oomaa.   
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Kohderakenne Tuma 
             
Suositeltava kontrolli Kilpirauhanen: Kilpirauhasen follikulaaristen epiteelisolujen tulisi 
osoittaa keskivahva–vahva tuman värjäytyminen (voi ilmetä heik-
koa sytoplasmista värjäytymistä tai taustavärjäytymistä). Keuhko: 
II-tyypin pneumosyytit ja Clarasolut alveolien seinämissä tulisi 
osoittaa keskivahva–vahva tuman värjäytyminen. Hengitysteiden 
kolumnaaristen epiteelisolujen tulisi antaa heikko–negatiivinen vär-
jäystulos.  
 
Erotusdiagnostiikka   Kilpirauhaskarsinooma vs. metastaattinen munuaiskarsinooma 
 Pienisoluinen keuhkokarsinooma vs. Merkelin solu -karsinooma  
 
 
Vimentiini 
 
Kliininen käyttö Mesenkymaalisen epiteelin solujen tunnistus normaalista ja neo-
plastisesta kudoksesta. Kroonisen B-lymfosyyttisen leukemi-
an/pienilymfosyyttisen lymfooman osoitus. 
 
Kohderakenne Sytoplasma 
 
Suositeltava kontrolli Nielurisa: Perifeeristen solujen tulisi osoittaa selvä sytoplasminen 
värireaktio. Sekundaaristen follikkeleiden solujen tulisi osoittaa 
keskivahva–vahva värireaktio. Maksa: Sinusoidien sidekudossolu-
jen tulisi osoittaa heikko–keskivahva sytoplasminen värireaktio.  
Umpisuoli/Paksusuoli: interepiteliaalisten solujen tulisi osoittaa 
keskivahva–vahva sytoplasminen värireaktio ilman epiteelisolujen 
reaktiota. Lamina proprian sidekudossolujen tulisi osoittaa keski-
vahva–vahva sytoplasminen värjäytyminen. 
 
Erotusdiagnostiikka Kohdunrungon vs. kohdunkaulan karsinooma  
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ChemMateTM DAKO EnVisionTM Detection System – Staining protocol  
 
 
1. Deparaffinize and rehydrate tissue sections. 
3. Wash slides in running tap water. 
4. Perform antigen retrieval as required. (See recommendations for use for primary antibody!) 
5. Wash in PBS 2 x 2 minutes. 
6. Neutralize endogenous peroxidase using peroxidase-blocking solution for 5 minutes. 
7. Wash in PBS 2 x 2 minutes. 
8. Incubate with optimally diluted primary antibody. (See recommendations for use for primary  
    antibody!) 
9. Wash in PBS 4 x 2 minutes. 
10. Incubate with polymerkit for 30 min. 
11. PBS 4 x 2 minutes with gentle rocking. 
12. Develop peroxidase activity with DAB-chromogen solution for 5 minutes. 
13. Wash slides in de-ionised water. 
14. Counterstain with hematoxylin 15 seconds. 
15. Rinse slides in water for 5 minutes.  
16. Dehydrate, clear and mount sections. 
 
 
 
 
Reagents 
 
ChemMateTM DAKO EnVisionTM/HRP, Rabbit/Mouse (ENV), 100 ml, ready-to-use (Bottle A) 
ChemMateTM Substrate Buffer, 250 ml (Bottle B) 
ChemMateTM DAB+ Chromogen, 50 ml, 50 x concentrated (Bottle C) 
ChemMateTM Antibody Diluent 
ChemMateTM Buffer Kit 
ChemMateTM Hematoxylin 
ChemMateTM Peroxidase-Blocking Solution  
ChemMateTM Target Retrieval Solution, 10 x concentrated 
Primary Antibodies from DakoCytomation or other source 
Suitable negative control reagent for primary antibody 
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Sitraattipuskuri 10 mM pH 6,0  
 
10 x konsentraatti 
 
21 g  sitruunahappo (C6H8O7 × H2O) p.a. 
10,4 g  NaOH 
Ad. 1 000 ml puhdistettua aquaa 
 
Säädä pH 6.0 
 
 
EDTA-puskuri 1 mM 
 
0,372 g EDTA dinatr. suolaa 
Ad. 1 000 ml   puhdistettua aquaa 
 
Säädä pH 8.0 2 N NaOH:lla 
 
 
PBS 0,01 M pH 7,2 
  
425 g  NaCl 
67 g Na2HPO4 × 2H2O 
17,5 g NaH2PO4 × H2O 
Ad. 5 000 ml puhdistettua aquaa 
0,5 ml Tween 20 
 
Kantaliuoksen laimennos 1:10 
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1. Vasta-ainelaimennos 
 
 
Värjättävää kudosleikettä kohden tarvitaan 120 µl ChemMateTM vasta-ainelaimentimeen laimen-
nettua vasta-ainetta. Vasta-aine laimennetaan kaavalla (esimerkkinä laimennos 1/500): 
 
C1V1 = C2V2   C1 = 1 
   C2 = 1/500 
   V1 = X 
   V2 = 120 µl 
1 X = 1/500 × 120 µl 
   X = 0,24 µl 
 
120 µl – 0,24 µl = 199,76 µl 
 
 Vasta-ainetta lisätään 0,24 µl 199,76 µl:aan ChemMateTM vasta-ainelaimenninta. 
 
 
 
2. DAB-kromogeenin laimennos 
 
 
Värjättävää kudosleikettä kohden tarvitaan 120 µl ChemMateTM substraattipuskuriin laimennettua 
ChemMateTM DAB+ -kromogeenia. Värjättäviä leikkeitä on 18 kpl, joten DAB-kromogeenilaimen-
nosta tehdään 2160 µl. Kromogeeni laimennetaan 1/50.  
 
C1V1 = C2V2   C1 = 1 
   C2 = 1/50 
   V1 = X 
   V2 = 2160 µl 
1 X = 1/50 × 2160 µl 
   X = 43,2 µl 
 
2160 µl – 43,2 µl = 2116,8 µl 
 
ChemMateTM DAB+ -kromogeenia lisätään 43,2 µl 2116,8 µl:aan ChemMateTM substraattipusku-
ria. 
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affiniteetti = taipumus kiinnittyä, sitoutumisen voimakkuus 
antigeeni = molekyyli, joka aiheuttaa elimistössä immuunivasteen 
autolyysi = itsestään hajoaminen, solujen tuhoutuminen 
blokata = estää pääsy johonkin, estää toimimasta 
dekstraani = glukoosiyksiköistä muodostuneita polysakkarideja, suurimolekyylinen sokeri 
denaturoida = tehdä sopimattomaksi, muuttaa valkuaisaineen kemiallinen luonne 
diffusoida = aiheuttaa diffuusio eli aineiden sekoittuminen toisiinsa nesteessä tai kaasussa mo-
lekyylien aiheuttaman liikkeen vuoksi 
endogeeninen = sisäsyntyinen 
endokriininen = umpieritteinen 
entsymaattinen = entsyymin toimintaan liittyvä 
entsyymi = biologinen katalyytti, joka nopeuttaa kemiallisia reaktioita, tyypillisesti proteiini eli val-
kuaisaine 
epitooppi = molekyylin antigeenisesti vaikuttava osa, vasta-aineen sitoutumiskohta 
gliaperäinen = keskushermoston hermotukisolusta syntyisin oleva 
hemoproteiini = hemiä sisältävä valkuaisaine, esim. hemoglobiini  
immunoglobuliini = vasta-aineena toimiva glykoproteiini 
inkubaatio = itämis- tai vaikutusaika tietyssä lämpötilassa 
kadaaveri = kuollut ruumis (lat. raato) 
karsinooma = pahanlaatuinen, epiteeliperäinen syöpäkasvain 
keratiini = kuitumainen, säikeinen ja veteen liukenematon proteiini 
konsentraatio = molaarisuus, ilmoittaa liuenneen aineen määrän liuoksessa (lyhenne c, yksikkö 
mol/l)  
Labquality Oy = ulkoista laadunarviointipalvelua kliinisille laboratorioille järjestävä puolueeton 
organisaatio 
leukosyytti = valkosolu 
lymfaattinen = imukudokseen, -teihin tai -nesteeseen liittyvä 
lymfooma = imukudossyöpä 
lysosomaalinen = lysosomeihin liittyvä 
lysosomi = soluelin, joka sisältää erilaisia molekyylejä pilkkovia entsyymejä 
metastaattinen = etäpesäkkeisiin liittyvä 
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monoklonaalinen vasta-aine = samasta hybridoomasolusta kloonattujen samanlaisten im-
muunisolujen tuottamia identtisiä monospesifisiä vasta-aineita 
nekroottinen = kuolioinen, elinkelvoton 
neoplastinen = kasvaimeen liittyvä, kasvainmainen 
neurogeeninen = hermoperäinen 
NordiQC = pohjoismainen immunohistokemian laaduntarkkailuorganisaatio 
onkogeeni = mutatoitunut geeni, joka voi aiheuttaa pahanlaatuisen kasvaimen  
orgaaninen = elimellinen, elollinen, luonnosta peräisin oleva 
peroksidaasi = entsyymejä, jotka hapettavat yhdisteitä käyttäen hapettimena vetyperoksidia 
polymeeri = monomeereista koostunut suurimolekyylinen yhdiste 
primaarinen = ensimmäinen, ensisijainen 
proliferaatio = lisääntyminen, lukumäärän kasvu, lisäkasvu 
proteaasi = valkuaisaineita hajottavat entsyymit 
resekaatti = kirurgisesti poistettu kudosnäyte  
sekundaarinen = myöhempi, toissijainen 
spesifinen = ominainen 
spesifisyys = tarkkuus, luotettavuus 
substraatti = yhdiste, jota entsyymi- tai muu reaktio muuttaa 
taustavärjäytyminen = histologisen leikkeen liiallista värjäytymistä, joka vaikuttaa häiritsevästi 
näytteen mikroskooppiseen tulkintaan 
tiitteri = aineen pitoisuutta liuoksessa mittaava, usein suurin laimennos, jolla on haluttu vaikutus 
tuumori = hyvän- tai pahanlaatuinen ympäristöstään erottuva kasvain tai kasvainmuutos  
vasta-aine = tiettyä solua tai solurakennetta vastaan suunnattu B-imusolujen tuottama valkuais-
aine 
 
 
 
